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2.　細 胞 回転か らみた イ ンタ ー フェ ロ ンと制 癌剤 との併 用効 果
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神　　波　　照　　夫
  EXPERIMENTAL STUDY OF CHEMOTHERAPY 
        OF RENAL CELL CARCINOMA 
2. COMBINATION EFFECT OF INTERFERON AND ANTITUMOR 
      AGENTS  BASED ON CF.T.T. KINETIC ANALYSTS
Teruo Konami From the Department of  Urology, Shiga University of  Medical Science 
              (Director: Prof. T. Tomoyoshi)
   To establish a useful combination therapy of interferon (IFN) with antitumor agents, I investi-
gated the antiproliferative ffect and change of DNA histograms in vitro after the IFN exposure ei-
ther alone or in combination with antitumor agents, simultaneously or sequentially, on NC-65 cells 
derived human renal cell carcinoma. The IFN used was recombinant interferon a-2a (IFN-a) and 
the antitumor agents selected were vincristine (VCR) and adriamycin (ADM). 
    IFN-a supressed the proliferation clearly in a dose dependent mannerbut not so apparently even 
after the 96-hour exposure. Six to 12 hours after the exposure of IFN-a, accumulation of the cells 
in the G, phase was observed at the higher concentration, and then increase of S phase cells up to 
72 hours, suggesting a G1-S block at a short period and then prolongation of S-phase. 
   VCR combined with IFN-a suppressed NC-65 cell proliferation additively,whereas ADM com-
bined with IFN-a suppressed it rather less than additively. The sequential exposure of IFN follow-
ed by VCR induced the enhancement at a higher concentration but that followed by ADM did 
not, suggesting that IFN-induced cell modification made the cells more sensitive to VCR. 
   Dose dependent accumulation in the G1-S boundary phase was observed after thecombined ex-
posure of IFN-a and antitumor agents, especially by sequential exposure, and then accumulation in 
S and G2-M were observed. The delay of cell progression in the S phase was likely significant when 
IFN-a was used with antitumor agents, such as VCR and ADM.
Key words: Renal cell carcinoma, Combination chemotherapy, Interferon, Antitumor agents, 
            Cell kinetics
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　 実 験 に もち い た細 胞 は第1報 と同 じ,ヒ ト腎 細 胞癌
由来 のNC-65細 胞 で20・21),培養 液 はEagle's　MEM
(10%FCS)をもち い た.こ の細 胞 の生 物 的 特性 に つ
いて は,第1報 に報 告 した とお りで あ る.
　 2.イ ンタ ー フ ェ ロ ン
　 今 回 実 験 に もち いたIFN一α は,組 換 え 型 ヒ ト白血
球 イ ン タ_フ ェ ロ ンA(rIFN一αA,日本 ロシ ュ)で,そ
の比 活 性 は4×108mcg/mg蛋白質 で あ る.　IFN濃 度
は臨 床 に お け る血 中 濃 度 を参 考 に し,4,0001U/mlか
ら倍 数 希 釈 して,計4濃 度 を もち い持 続 接 触 させ た.
　 3.制 癌 剤
　 併用 す る制 癌 剤 と して は,第1報 で本 細 胞 に 有効 と
考 え られ たvincristine(以下VCR).　 adriamycin
(以下ADM)に つ い て,単 独 で そ れ ぞれ 約50%増 殖
を 抑 制 す るVCR　 1.6×10-2/ml.　ADM　3×10-2/ml
の濃 度 を もち い て 検 討 した.
　 4.実験方法
　実験は,原 則として各条件下でtriplicatcとし,













剤との併用によって得 られた増殖比率か ら角変換 した



























なわち培 養48時間後 に各 濃度 のIFN一α とVCR
(1.6×10-2/ml),あるいはADM(3×10-2/m1)を2時
聞同時接触させ,そ の後同濃度のIFN-aを持続接触
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　 　 　 　 　 after　cell　seed三ng.
　 　 　 　 　 After　24　hrs;1FN　exposure　24　hrs　after　cell　secding
　 　 　 　 　 After　48　hrs;1FN　exposure　48　hrs　after　cell　seeding





















　 b.IFN一α と制癌剤の併用による,細胞回転 の経
時的変化



































　 　 　 　 multiplication　f NC.65　cells.　Cells
　 　 　 　 were　treated　with　interferon　at　sev-
　 　 　 　 eral　concentrations　48　hours　after
　 　 　 　 seed三ng　into　Petri　dishes,　Dose
　 　 　 　 dependent　inhibiton　was　observed.
18 泌尿紀要　33巻
させ,培 養 後144時間 後 に算 定 した 増 殖 比 率 はTable　1
に示 す よ うに,IFN一α4,000　lu/mlで46.　6%,49.5
%と,IFN一α 作 用 後 の時 間 に よる若 干の 違 いを 認 め
たが,濃 度 が 低下 す るに つ れ,ほ ぼ 同様 の増 殖 比 率 を
示 した.
　 b.IFN一α に よ る細 胞 回 転 の経 時 的 変 化(Fig.3)
　 IFN一α の高 濃 度 領 域 に お い ては6時 間 か ら五2時間
にか け て軽 度 のG1期 の 増 加,　G2-M期 の減 少 を 示
し,IFN一α 接 触 後12時間 で,4,000　lu/mlではGl後
期か らS期 前 半 の 低下 を示 した,24時間 か らは,S期
の増 加 が濃 度 依 存 性 に み られ,36時 間 後 に は最 も顕 著
とな り,72時間 後 で も若 干 のS期 の 増 加 を示 した.
実 験2
　 a.IFN一α と制 癌 剤 の 併用 に よ る 増 殖 抑 制 効 果
(Tabic　2,3)
　 VCRとIFN一 α との併 用 で は,同 時 併 用,　IFN一α




先行投与後VCRを 接触 させた場合を除 き,濃度増加














































































































　 　 　 　 concentration.6to　12hours　after　the　treatment,　GI　cells　were　higher　than　the
　 　 　 　 control　and　G1・S　boundary　phase　was　decreased　at　the　conce臓tratiQ取of　IFN
　 　 　 　 4,0001u/mL　After　24　hours,　accumulation　of　s　phase　was　observed　and　continued
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　 VCRとIFN一 α を 同時 接 触 し,そ の後 のFCMの
変 化 を み る と,12時間 後 に,IFNの 高 濃 度 で はVCR
単 独 と比 べ,Gl-S期 移 行 部 の 増 加 を:認め,　Gl期 の
増 加 を示 す が,IFN一α の濃 度 が 低 下 す る につ れGI
期 は減 少 し,逆 にG2-M期 の 割 合 が増 加 した.と く







　IFN・α を培養後24時間から接触させ ておき,さ ら
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　 　 　 mcglml
GI　 　r10.64瓢　 　 　 　G1　 　:40.48斑
S;40.85覧 　 S!36.00罵














G1　 ;12.27瓢　 　 　 　G1　 　 =47.83瓢
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Fig.4,　a　 　Changcs　of　DNA　 h三stograms　after　the　simultaneous　exposure　of　IFN一αand　 v五ncris.
　 　 　 　 　 　 tine.　After　12　hours,　GI　phase　increased　at　higher　conccntrat三〇n,　and　in　contrast
　 　 　 　 　 　 decreased　at　iower　concentration.　Accumulation　of　G1-S　boundary　was　markedly
　 　 　 　 　 　 observed.　After　24　hours,　G2-M　phase　was　decreased　gradually　showing　the　S　phase























　 1960年Atanasiu&Chany23)によ りIFNの 抗
腫 瘍 作 用 が 見 い だ され て以 来,多 くの研 究 者 に よ りそ
の 特性 につ い て 報 告 され て きte4～11).この 結 果 ,一 般
にIFNは 殺 細 胞 効 果 は 示 さず,そ の 効果 はcytostatic
な 作用 で あ る こ とが 明 らか と な っ て き た.こ の抗 細 胞
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　 　 　 　 　 　 exposure　of　vincristine　24　hours　later.　Increase　of　G1・S　bou皿dary　phase　was　observed
　 　 　 　 　 　 more　remarkable　than　the　simultaneous　treatment　and　S　and　G2-M　phase　accumui・











































またIFNの 作用点はGl期 に特異的であ ると して
いる25).その後,Creaseyら26),　Fuse,　Kuwata27)
によりG1期 か らS期への導入率ばか りでなく,そ
の後のS期 の延長,分 裂期の延長 も認められることが
示されたが,最近の報告では,DNA合 成 に 必要な
thymidineのtransportおよびuptakeの低下 を
示すことが次第に 明 らか とな り9・31),IFNによ り
DNA合 成の開始が遅延することは事実のようである.
22 泌尿紀要　33巻　 1号　1987年






























































































Fig。5,　a　 Changes　of　DNA　 histograms　after　the　simultaneous　exposure　of　IFN一αand　 adria.
　 　 　 　 　 　 mycin.　GI　phase　was　slightly玉且creased　12　hours　after　the　exposure　and　accumulat量on
　 　 　 　 　 　 of　G1-S　boundary　phase　was　observed,鹸er　24　hours　G2・M　phase　was　decreased
　 　 　 　 　 　 gradua11y　and　then　accumulation　of　S　phase　continued　until　72　hours.
非同調細胞をもちいた本実験における上記の結果は,
IFN単独でGl期 に高率 な細 胞集団 において,
















することからも,S期 増加はDNA合 成が増 強 した
結果ではなく,DNA合 成の延長 と考えるのが妥当で
あろう.しか も,このようなS期 の延長は制癌剤 との
併用,と くにIFN・αを先に投与 しておいたほうが長
時間にわた り認められた.第3番 としてG2-M期 の
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　 　 　 　 　 　 exposure　of　adriamycin　24　hours　Iater.　Accumulation　of　G1-S　boundary　phase　was




加後のaugmentationを示す報告は しば しばみ ら









ある濃度領域においてIFNと 制癌剤 の同時接触 で
antagonisticな作用を示 したが,2剤 のうち1剤 を先
行投与させ次に1剤 を接触させたものではすべて相加





先行投与 した後にVCRを 投与したもので著 明な効
果を認め,ADMで も軽度ではあるが同様の傾向がみ








果的に作用したとい うことも否定 で き ない.ま た
IFNの先行投与により,　VCRで は,同時併用 に比
ぺ強い効果を示 したが,ADMで は同時併用 と同様な




















強されることが問題であることも指摘 され てい る.




































　 4.IFN一α とVGRと の併用により軽度の増殖抑
制効果の増強がみられたが,ADMと の併用 ではみ
られなかった.




　 5.IFN一α と制癌剤 との併用による細胞周期 の変
化をみると,IFN接触後短時間での細胞回転の阻害










　 本 研究 の要旨は,第73回日本泌 尿器科学会総 会(1985)に
おいて口演 された.稿 を終 えるに あた り,本 論文 の御 指導,
御校閲を賜 りました,滋 賀 医科大学泌尿器科学講座友吉唯夫
教授に感謝 の意 を表 します.ま た,腎 細胞癌 のイ ンターフェ
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切 な御指導を いただいた京都大学 医学部泌尿器科学教室吉 田
修教授に深 謝いた します.さ らに本実験 の実施に あた り,多
大 な御援助,御 指導を賜 りました,京 都大学医学部泌尿器科
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